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(54) Title- METHOD FOR INDUSTRIALLY PRODUCI NG A JAPANESE ENCEPHALITIS VACCINE, AND RESULTING VACCINE 
(54) Ti.re: PROCEDE DE PRODUCTION INDUSTRIELLE D'UN VACCIN CONTRE L'ENCEPHALITE JAPONAISE ET VACCIN 

OBTENU 

(57) Abstract 

A method is disclosed for industrially producing a ^^^l^o^ ^^tX^S^ 
resulting cell culture is inoculated with a Japanese encephalitis v.rusin the presence of av.ral ^ b ^ ^lls. (e) the 

and multiplied on the cells, (d) the viral growth medium is , recover^ ""gJ^^JTfl) the virus suspension is 
virus suspension is purified in at least one ion exchange chroma ography^st ^^f^^^^^ vaccine characterised 

S^cX^^ <" lin * ^ in - * c cenular DNA con,ent is less 

than 100 pg/dose, is also disclosed. 
(57) Abr£g€ 

L'invention conceme un P roc6d6 de production industrielle d'un ~ta^r«5g£^^ 3£S?S 

les 6tapes suivantes: a) mise en culture de ceUules F« m ^ du virus sur les cellules, 

virus de 1'encephalite japonaise en pifcence d 'm milieu de mu n c^S pa Tes cellules e) purification de la suspension 

Sli^e cellulaire et en ce que la teneur en ADN cellulaire est mfeneure a 100 pg/dose. 
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Procede de productio n_ijndustrielle d'un vaccin 
contre l'encephalit e^apona ise et vaccir ^obtenu 

La presente invention a trait a un procede de 
production d'un vaccin pour la prevention de l'encepha- 
lite japonaise, a base de virus de 1 ' encephalite japo- 
naise (JEV) et notanunent d'un vaccin utilisable che2 
l'homme. L' invention a egalement trait au vaccin obtenu 

par ce procede. 

Le virus de 1 • encephalite japonaise, dont le 

vecteur de transmission est un moustique, est la cause 

d' infections graves, dites encephalitis japonaises, dans 

de nombreux pays d' Extreme-Orient ainsi que dans d'autres 

regions du monde. 

On connait des vaccins contre 1 ' encephalite 
japonaise qui sont obtenus par des precedes consistant 
a injecter le virus JEV par voie intracranienne chez le 
souriceau et a recuperer les tissus infectes. L' emulsion 
tissulaire que l'on obtient est ensuite purifiee, 
generalement par des methodes de precipitation, notanunent 
a la protamine. D'autres techniques de purification de 
ces preparations tissulaires ont egalement ete proposees 
dans la litterature, telles que des techniques d'ultra- 
filtration, de filtration et de centrif ugation, ou de 
precipitation au polyethylene glycol, ces techniques 
pouvant etre combinees entre elles ou a des techniques 
de gel-filtration, de chromatographic sur sulfate de 
cellulose ou sur sulfate de polysaccharide reticule (JP- 
B-65 000 611, JP-A-53 133 627, JP-A-50 048 118, JP-A- 
2 223 531, US-A-4 725 546, JP-A-49 020 322 et B-81 005 

204, JP-B-67 025 408 ) . 

Dans l'art anterieur, les preparations 
virales sont inactivees, ainsi que le recommande 
1' Organisation Mondiale de la Sante, par des agents 
chimiques tels que le formol selon des procedures 
standardises, a savoir inactivation de longue duree 
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tion sur lign^es cellulaires. 

L' invention se propose done de rem^dier a ces 
inconvenients et de fournir un procede de production d»un 
vaccin contre 1 1 encephalite japonaise, qui puisse etre 
mis en oeuvre a grande echelle dans des conditions sures, 
rapides et economiques et qui permette d'obtenir un 
vaccin, efficace d'une tres grande purete, avec un tres 
bon rendement industriel. 

Pour atteindre ces buts, 1' invention a pour 
objet un procede de production industrielle d'un vaccin 
contre 1 ' encephalite japonaise, caraeterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes: 

a) mise en culture de cellules provenant d'une lignee 
cellulaire, 

b) inoculation de la culture de cellules obtenues par du 
virus de 1 1 encephalite japonaise en presence d'un 
milieu de multiplication virale, 

c) propagation et multiplication du virus sur les 
cellules, 

d) recolte du milieu de multiplication virale constituant 
une suspension de virus produits par les cellules, 

e) purification de la suspension virale par au moins une 
etape de chromatographie echangeuse d'ions et une 
etape de permeation de gel, 

f) formulation et mise sous forme pharmaceutique de la 
suspension virale pour assurer sa conservation jusqu'a 

son utilisation. 

Selon une caracteristique particuliere de 
1« invention, la quantite de virus inoculee correspond a 
une multiplicity d« infection inferieure a 0,1. Ainsi, on 
obtient un bon rendement pour la propagation et la 
multiplication virale. 

Selon une caracteristique particuliere de 
1' invention, le procede comprend, en outre, une etape 
deactivation de la suspension virale avant ou apres 
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cellulaire est inferieure a 100 pg/dose. 

Un tel vaccin presente a la fois l'efficacxte 
et la surete necessaire tant du point de vue des contami- 
nants viraux que des proteines pour etre administre de 
facon systematique a toute personne susceptible d'etre 

en contact avec le virus. 

D'autres objets et avantages de la presente 
invention apparaitront a la lecture de la description qui 
va suivre. 

Selon 1- invention, on peut effectuer la 
culture cellulaire, soit en fermenteur, soit de facon 
traditionnelle en flacons (boites de Roux, flacons 
roulants, Multiray™, Cell-Cube™...)- 

De preference, cependant, on dispose d'un 
fermenteur de grand volume (500 a 2000 1) contenant des 
microporteurs ainsi qu'un milieu de culture cellulaxre, 
dans lequel on introduit un inoculum de cellules d'une 
lignee cellulaire permissive au virus de 1 • encephalite 
japonaise ; il peut s-agir de cellules BHK 21 (Baby 
Hamster Kidney) ou encore de cellules Vero. 

Les microsupports permettant la culture en 
suspension dans le fermenteur peuvent etre different* 
microsupports deja connus pour un tel usage ; on peut 
notamment citer les particules Cytodex i™ * une concen- 
tration de 1 a 3 g/1 de milieu de culture comme convenant 
particulierement bien a la culture de cellules Vero. Les 
durees, temperatures et autres conditions de culture, et 
notanunent la composition du milieu de culture sont 
adaptees en fonction de la nature des cellules Vero sur 
microsupports de Cytodex 1™, une duree de 4 jours etaxt 
appropriee pour obtenir une bonne croissance cellulaire 
et permettre ainsi d-inoculer le virus avant la phase 
stationnaire de la culture. On remplace ensuite le mxlxeu 
de culture par un milieu de multiplication virale et on 
introduit dans le fermenteur un inoculum de virus de 
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jusqu'a 8 recoltes successives dans le meme fermenteur 
a partir de la meme culture cellulaire. La duree neces- 
saire a la propagation et a la multiplication du virus 
pour obtenir une dose LD 50/ml de 10 7 ou 10 8 est g<§nera- 
5 lement de 2 a 3 jours ; on realise de preference une 
premiere recolte 3 jours apres 1 • inoculation virale, puis 
des recoltes successives tous les 2 ou 3 jours. 

Ainsi, un cycle complet dans un fermenteur, 
peut durer 23 jours repartis de la facon suivante : 
10 . JO : demarrage de la culture de cellules 

sur les microsupports dans le fermenteur, 

J4 : remplacement du milieu de culture 
cellulaire par du milieu de multiplication virale et 
inoculation du virus, 
15 . J7 

. J9 
. Jll 
. J14 
. J16 

20 • J18 

. J21 
. J23 
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premiere recolte, 
deuxieme recolte, 
troisieme recolte, 
quatrieme recolte, 
cinquieme recolte, 
sixieme recolte, 
septieme recolte, 
huitieme recolte. 
Les differentes recoltes obtenues peuvent 
ensuite etre trait<§e separement ou en melange. 

Le traitement consiste soit en une purifica- 
tion et une inactivation, 1 ' inactivation pouvant etre 
realisee avant ou apres 1 ' etape de purification. 

L' inactivation est une etape indispensable au 
precede selon 1- invention lorsque la souche virale 
utilisee au depart est une souche virulente ; par centre, 
lorsque la souche utilisee pour la multiplication virale 
est une souche attenuee telle que la souche SA 14-14-2, 
cette etape d ■ inactivation peut etre soit omise, soit 
realisee afin d'etre dans les meilleures conditions de 
35 securite possibles. 



PCT/FR96/01195 

WO 97/04803 



1000. La concentration peut etre effectuee par les moyens 
habituels et notamment 1 ' ultrafiltration. 

La suspension virale, inactivee ou non selon 
le procede utilise, doit etre purifiee. Selon une 
5 caracteristique importante de 1' invention, 1' etape de 
purification comprend au moins une chromatographic . De 
facon avantageuse, on procede successivement aux 3 Stapes 
suivantes : 

. chromatographie echangeuse d'ions, 
0 . chromatographie d ■ adsorption, 

. permeation de gel. 

La chromatographie echangeuse d'ions est de 
preference une chromatographie echangeuse d' anions, 
qu'ils soient faibles ou forts. Le support utilise est 
5 par exemple le DEAE-Spherodex™ (vendu par Biosepra, USA) 
qui retient selectivement les particules virales et 
laisse passer l'essentiel des proteines contaminantes . 

L'eluat contenant les virus peut ensuite etre 
effectuee sur des supports tels que 1 ' hydroxyapatite ou 
0 les gels chelatants (calcium...)- Dans ce cas, le virus 
ne se fixe pas sur le support qui retient plus speciale- 
ment les acides nucleiques. 

A la suite de cette etape, on procede a une 
gel filtration ou tamisage moleculaire (encore appele 
5 permeation de gel) sur tout support approprie tel que le 
Sepharose 6FF™ (Pharmacia) ou le Fractogel™ (E. Merck). 
Lors de cette operation, l'elution permet de recuperer 
les particules virales dans la premiere fraction ; les 
pics d'elution suivants correspondent aux proteines 
30 virales et aux impuretes residuelles. On conserve done 
uniquement, pour la fabrication d'un vaccin, la premiere 

fraction de l'eluat. 

De facon avantageuse, on peut proceder, entre 
la chromatographie d' adsorption et la gel filtration, a 
35 une etape de concentration, de preference par ultra- 
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contenant des microsupports Cytodex 1™ a une concentra- 
tion de 3 g/1. On ensemence le milieu par un inoculum de 
cellules Vero (200 000 cellules/ml). 

On laisse les cellules se fixer et croitre 
5 pendant quatre jours. A la fin des quatre jours, le 
milieu de culture est remplace par un milieu de multi- 
plication virale. 

Un inoculum de virus est introduit dans la 
cuve avec une quantite de virus calculee pour avoir une 

10 multiplicity d' infection MOI egale a 1/500. Les diffe- 
rentes cultures sont effectuees a la temperature de 37°C. 
Trois jours apres 1 ' inoculation virale, on recueille le 
milieu de multiplication virale qui fournit la premiere 
recolte. Le milieu de multiplication virale est remplace 

15 par un milieu neuf et une nouvelle recolte est effectuee 
tous les deux jours, le nombre total de recoltes etant 
egal a six. 

Le tableau I montre les titres obtenus a 
chaque recolte. 

20 
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Recoltes n° 


Rl 


R2 


R3 


R4 


R5 


R6 


Jours apres 
infection 


3 


5 


7 


10 


12 


14 


Titre 
LD 50 /ml 


10 8.4 


10 8 ' 4 


10 8 ' 5 


10 8 ' 1 


10 8 ' 2 


10 7 ' 3 



Les recoltes sont filtrees sur filtre 
membrane (diametre des pores : 0,2 jim) . 

L' ensemble des recoltes est melange. 

Le melange de recolte est concentre d ' un 
facteur 100 par ultrafiltration sur membrane 10 000 
daltons . 
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Tableau II 





Etape 


DCAE 


Chelation 


Gel 
filtration 




Proteines 
residuelles 


50 % 


100 % 


0,4 % 


5 












Teneur en 


< 7000 


< 30 


< 30 




ADN (pg/ml) 










Virus 

recupere (*) 


90 % 


76 % 


20 % 


10 


( ELISA 
prot§ine E) 









(*) Rendements Stapes par etape 

La solution virale inactivee purifiee a ete 
utilisee pour inununiser des souris par injection au jour 
0 puis au jour 7. L'epreuve par le virus virulent est 
effectuee a l'aide d-une solution a 10 5 LD 50/ml au jour 
30 Toutes les souris vaccinees par la preparation 
purifiee non diluee et par la preparation purifiee diluee 
au 1/32 ont ete protegees. Dans le meme test, les souris 
vaccinees par le vaccin Biken (dilution 1/32) ont «t« 
eprouvees et seules les 2/5 ont ete protegees. 
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effectuee grace aux operations suivantes : 

. chromatographic par echange d'ions, 
. chromatographie d ' adsorption, 
. permeation de gel. 

7. procede selon une des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'il consiste en outre, 
apres l'etape de recolte d), a introduire a nouveau du 
milieu de multiplication virale neuf , a attendre un temps 
suffisant pour permettre a nouveau la multiplication du 
virus, et a effectuer une nouvelle recolte du milieu de 

multiplication virale. 

8. Procede selon la revendication 7, caracte- 
rise en ce qu'il consiste a recolter le milieu de 
multiplication virale et a le remplacer par du milieu 

15 neuf, un nombre de fois compris entre 1 et 7. 

9. Procede selon une des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'il consiste en outre, 
apres l'etape d) a filtrer la suspension virale recoltee. 

10. Procede selon une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le milieu de multi- 
plication virale possede une concentration en proteines 

inferieure a 5 g/1. 

11. Vaccin centre 1 ' encephalite japonaise, 

caracterise en ce qu'il comporte du virus de 1 ' encepha- 
lite japonaise obtenu par culture sur cellules provenant 
d-une lignee cellulaire, et en ce que la teneur en ADN 
cellulaire est inferieur a 100 pg/dose. 
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